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固定化Saccharomyces pastorianus 
IFO 0751 によるエタノール生産
第 2 技術室化学計測技術班 岡田文男
1 .緒言
微生物の有用性を認識し、その機構を開発、利用する代表例として微生物の固定化があ
げられる。固定化には連続反応が可能、固定化物の再利用ができるなどの多くの利点があ
る。しかし固定化する対象範囲の拡大につれて、新しい発想に基づく固定化法の研究や固
定化担体の開発が必要となり、日々研究されているが、目的とする生産物を得ることに適
した物性を持つ担体の選択はかなり困難である。
以上のことを踏まえて、本研究では固定化培養法における固定化担体として多孔性物質
の有用性を確認するために、セルロースを素材とした連続発砲構造体を用いて、化学的、
物理的観点、からO固定化酵母の増殖特性 Oエタノール生産性を検討した。
実験は、菌株!こSaccharomycespastorianus IFO 0751 を使用し、これをレンゴー
製のセルロース担体AZ-4100に固定化した後、定期的に菌を再活性化させながら反復回
分反応 (1 5 日間)を行ったところ、安定したエタノール生産が可能となった。
2. 実験
2-1 セルロース担体
基本となるセルロース担体(ピスコパール)の物性をTable1 に示す。この担体はパル
プ、古紙を原料としたビスコースといくつかの多孔化剤を組み合わせて調製した多孔質な
球状セルロースである。基本的な構造はセルロース膜とそれで固まれた空孔とセルロース
膜!こテeィンプル状に聞いているくぼみのような孔からなっている。これはほとんどが100
μm 以上の大きさであり、セルロース膜の厚みは数10μmから数100μmまであり、その
膜表面!こ多数のテeィンプルのくぼみが存在する。
Table 1 . Specification of cellulose carrier 
Particle size (mm) 0.1"'5.0 
Holding water volume (g/g) 4'" 1 5 
Porosity (% ) about 90 
Specific surface area (m2jg) 1'" 30 
F同υ
2-2 培地
実験に用いた種々の培地(前培養培地、増殖培地、制限培地、グルコース水溶液培地、
塩入りグルコース水溶液培地、富栄養培地)をTables 2-1 ， 2 に示した。
Table 2-1 Composition of preculture medium Table 2-2 Composition of various production medium 
Components Concentration (g/I) 
G lucose 
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Limi ted Glucose Glucose (wi th sal t) Eutrophic 
Components medium medium medium medium 
(g/I) (g/I) (g/I) (g/I) 
Glucose 200.0 200.0 200.0 200.0 
KIIl04 1.0 0.5 1.0 
MgS04 ・ 71120 0.5 1.0 0.5 
CH3COONa 4.6 
CH3COOII 1.4 
Polypcpton 10.0 
Ycast extract 5.0 
KI2P04 
MgS04 • 7120 
PO Iypepton 
Ycast extract 
2-3エタノール生産の実験法
.酵母の増殖と固定
保存用スラントから菌株を前培養培地10mlに植え付け振讃培養した。 24時間培養した
前培養液3mlを、直径約3mmの担体15ml(10%担体)と増殖培地150mlを入れ500ml容
三角フラスコに接種して300C 、 130rpmの条件下で72時間、振漫培養した。所定時間毎
にサンプリングし、浮遊酵母及び固定化酵母量、グルコース濃度、 pHを測定した。
2-4 反復四分培養法(R.B.C)によるエタノール生産
2-3で固定化された担体と増殖培地を滅菌ガーゼで分離し、同じ三角フラスコに 150ml
の生産培地を加えて300C 、 50rpmの条件下で・振湿してエタノール生産を行なった。生産
培地は24時間毎に交換し、同様の操作を 10日間繰り返した。各バッチ毎に浮遊酵母、固
定化酵母量、グルコース濃度、エタノール濃度、 pHを測定した。
3. 実験結果および考察
固定化酵母量は、 8 日目に約60g-dry/卜carrierとなり、その後はほぼ平衡状態に達
した。しかし酵母を担体に固定化する際に、過剰な酵母の固定化は担体内部が密な状態に
なり、担体内部の酵母に対する栄養供給が不完全になる可能性がある。また、工業的な観
点、から増殖培養期間が長いことは不利であるため、適度な固定化酵母量である約40g­
dry/卜carrierのものを以後の実験では用いた。
3-1 培地組成の影響
3-1-1 塩類の影響
エタノール生産に及ぼす培地組成の影響を検討するために生産培地として、グルコース
培地、菌の生育に必須成分であるlくHzP04やMgS04を含むグルコース培地及び制限培地を
用いて10日間培養を行なった。浮遊酵母量及び固定化酵母量の推移をFig.1 に、グルコー
ス資化量、エタノール生産量及び‘pH変化の推移を示した。
制限培地及び塩を含むグルコース培地では完全にグルコースは資化され、それに伴い安
定したエタノール生産がみられる。しかしグルコース培地では、発酵回数を重ねるにした
-26-
がってグルコース資化量が低下する傾向がみられ、それに伴いエタノール生産量も低下す
る傾向がみられた。グルコース培地に塩を加えることでグルコースの資化量及びエタノー
ル生産量を安定化できることがうかがえるが、 9 日目あたりからe若干の低下がみられる。
制限培地が最も生産性が高いがコストダウンの面あるいは分離精製の面から察するとグル
コース培地での生産性も検討課題とした。
3-1-2 富栄養培地による菌の再活性化
グルコース培地による長期間の繰り返し使用の可能性を高めるために 5 日目と 11 日目
に富栄養培地を用いて菌体の再活性化を試み、エタノール生産を 15 日間行なった。
グルコース資化量、エタノール生産量及び‘pH変化の推移をFig.2 に示した。グルコース
培地のみを用いた場合と比較すると、 5 日目、 1 1 日自に富栄養培地を用いることで固定
化酵母量は増加した、グルコースはほとんど資化され、それに伴いエタノール生産量も安
定する結果が得られた。富栄養培地のグルコース資化量に対する平均収率は、 43.6% 、
初期グルコース濃度に対する平均収率は41.8%であり、これは制限培地とほとんど変わ
らない結果が得られた。
これらの実験結果より、定期的に富栄養培地を用いることで菌の再活性化が可能となり
長期間にわたる反復回分培養が行なえるものと恩われる。
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Symbols: S
ymbols: 
-・- Glucose medium 一←ーLimitedmedium 
ー畳一 Glucose(wilhsal!) medium 
一-・- Glucose medium 
ー晋ー・ Glucose medium 
(where , eutrophic medium on 5 and 1 day) 
Figure 1. Time course of repealed batch elhanol fermentalion 
under glucose medium. glucose(wilh sal) medium and limited medium 
Figure 2 Time course of repeated batch ethanol fermenlation under glucose 
medium and glucose medium (where. eutrophic medium on 5 and 1 day) 
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